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論 文 内 容 要 旨
組織培養 と分 子遺伝学 の進歩 と共 に発展 しつっある細胞 育種は、細胞 レベルで遺 伝的修飾 を行
い植物の改良へ とつ なげてゆ くもので、1)交 雑範囲 の拡 人、2)時 闘、労 ノ」の効率化、3)木
本 、栄養繁殖作物の合理的育種、 などが期待 されている。 その手法 には、A)突 然変異 の選抜 、
B)細 胞融合、C)遺 伝r導 入、 などが ある。 これ らの基礎技術 と して プ ロ トプ ラス トか らの植
物 体再生系の確立 は特に重要であ る。 プロ トプラス トは均一 な単細胞 で多量 に取 り扱 えるため細
胞選 抜 に適 して いて、それ に由来す る植物が キメ ラにな りに くい利点 がある。 また細胞 壁を持 た
ない ことか ら外 部か らの遺伝的修飾が 吋能であ り、融合 や遺伝子導入 には必須 の材料 である。
本研究 は主要野菜 ・油料作物を含む ブラシカ属、主要穀物 である イネのプ ロ トプ ラス トか らの
植物体 円:生系を もとに、細胞融合法 ・遺伝 』.r導人法 を確 立 し、 さ らに得 られた植物 の遺 伝的解析
を行 うことで細胞 育種の手法の"∫能性 を考察す ることを目的 とす る。
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1.βrαs81cαo♂θrαc6αと8cα 肌ρθs屠sと の 体 細 胞 雑 種(対 称 融 合 雑 種)作 出
B.o∠θrαeθα とB.oα規ρθs餌sの体 細 胞 雑 種 を効 率 よ く作 出す る方 法 を確立 す るた め、 プ
ロ トプ ラス トの単離 法 、 融 合 法 、 雑 種 の 選 抜 法 を 検討 した。B .olθrαcθは下 胚 軸 か ら、
B.cα配ρθs尻sは前処理 した無菌苗の葉か ら、 それ ぞれ高活性 のプ ロ トプ ラス トが 単離 で きた。
前処理 は、植物 を暗所及 び高浸透圧 の培地 中にお くことで、生理状態 の変化 を促 す ものであ る。
融合 はポ リエチ レング リコール(PEG)に10-15%のジ メチル スル フ ォキ シ ド(DMSO)を加 え
ることで、10%前 後 の融合率が・再現性 よ く得 られ た。 雑種 の選 抜 はB.oZθrαcθαの プ ロ トプ ラ
ス トを ヨー ドアセ トア ミド(IOA)で不 活性 化 す る こと と、 用 いた培 養法 で はB .ごα配ρθs乙rごε
が ほとん ど再生 しないこととの組合せで行 った(第 ユ図)。 選 抜効 率 はIOAの 濃度 に依 存 し、
:15mMIOAで、得 られ た植物の90%が 雑種 であ った(第1表)。
再生 植物の雑種性 は、/)葉 の形態、2)ア イ ソザ.イム(ロ イシ ンア ミノペプチ ターゼ)バ ン
ドパ ター ン、3)染 色体数、 により同定 した。雑種植物 は、両親の中間型の葉型 を示 し、両親の
両方のアイ ソザイ ムバ ン ドパ ター ンを示 した。 染色 体数 は、B,olθrαcθが18、β.ごα1ηρθs`1容
が20に 対 し、38あるい は56を示 し、β θZθrαcεとβ.cα～ηρesご歴8の細胞 が1+1あ る いは2
r1で 融 合 した もの と推 測 され る。 また、雑種 は開花 し、稔性を示す ことが明 らか にな った。
第1表 各1濃度 の ヨー ドアセ トア ミ ド(IOA)にお ける雑種植物の選抜効率"
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a:BoZθrαごθα(品種:秋 徳)と8cα 侃ρθs亡rどs(3品種)の 各融合 実験 にお
ける結果を まとめた もの
b:10A処 理 は4℃ 、15分間行 った。
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2.ブ ラ シカ属 の非 対 称 融 合 雑 種:B.cα ηちρθ8捌sの.一.一部 の 遺 伝 子 のB。o♂θrαcθαへ
の導 入
細胞融合 を用 いて、β.o♂θrαcθαにB.oαηヱρθs酒sの持っ、耐病 性等 の特 定 の形質 を導入 す る
場合、戻 し交雑の手間を省 き、稔性を確保す るため には、非 対称融合が さらに'有効 と考え られ る。
前述 したB,o～θrαoθαとB.cα侃ρθs屠sの体細 胞雑 種作出法を もとに、X線 に よ って染色体 の脱
落を促 したB.oαmρθs`rlsのプ ロ トプ ラス トを τOA処理 したB.olθrαごθ の プロ トプ ラス トと融
合す ることでB.cα硯解s亡rごsの一部の遺伝子を β.o～θrαoeαに導 入す ることを試 みた。
得 られた植物22個 体 の解析 を行 った結 果、形態 はB.o♂げαcθαに近 い ものか ら中間 型 の もの
まで様 々であ った。 ロイ シンァ ミノペプチ ダーゼ ・ア シッ ドホス ファターゼ ・エステ ラーゼの3
種 のアイ ソザイ ムバ ン ドパ ター ンの解析 では、1-2種 のアイ ソザイムに関 して、β.oωηρθs孟rls
に特'異的なバ ン ドを失 った ものが10個 体 あ った。染色体数 は90%の ものが異数性 を示 し、異.常
な形態 の染色体が観察 された(第2表)。
以上 の結果か ら得 られ た植物 は、B.cα用ρθs乙1・lsの染色 体の一 部が導 入された非対 称融 合雑 種
と考 え られ、形態や アイ ソザイムの発現状況か らラ ンダムな染色体の脱落が生 じた ことが推測 さ
れ る。
3.イ ネ(Orッ2αsα伽 αL,)と ヒ ェ(Ec配 ηoc配oαor)2zlcoZαVasing)の体 細 胞
雑 種:幼 植 物 体 の 再 生
イネはタケ亜科、 タイ ヌビエはキ ビ亜科 に属 す イネ科 植物 であ り、 タイヌビエは耐虫性 を持 っ
C、植物で培養細胞か ら植物体への再生能力が高 い。 これ らの形質を イネに導 入す るため、 イネ
科の細胞融 合法 の確立 を検討 した。 また亜科 の異 な る遠縁交雑 の 可能性 を検討 した。
イネ、 ヒエは ともにサ スペ ンシ ョン培 養よ りプ ロ トプ ラス トを単.離し、電気 融合を行 った。雑
種 の選抜 は、 イネプ ロ トプ ラス トの 工OAによ る.不活性 化 と、 ヒエの プ ロ トプ ラ ス トが用 い た培
養条件 で分裂 で きない こととの組合せ で行 った。
アイ ソザ イム(ロ イシンア ミノペプチ ダーゼ)の バ ン ドパ ター ンよ り雑 種 と同定 され るカル ス
166個を得て再生を試みた結果、高 いll∫生能 を示 し、44個 のshooしを得 た。 そ の内9個 が発根
し幼植物体 とな ったが(第2図)、 全長1-2cn1の段階で枯死 した。 この ことは遺 伝的 不和 合性 に
よ るもの と推測 され る。
再生 した カル スの染色体数 は、 イネが24、 ヒェが36に 対 し、60・84・90・120前後が観 察 さ
れ、 イネと ヒェがそれぞれi↓1・1-2・2一.1・2+・2で 融 合 した ことが推測 され る。幼植
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第2表E .o♂εrαcθαとBcα π～,ρθsめrlεの非対称融 合雑種 の形態.、染 色体、 アイ ソザイムの解析
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第2図 イネとヒエの細胞融合:雑 種細胞か らのカルスと幼植物体の形成
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fl雑種カルスか らの幼植物体形成
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物 の葉 の アイソザ イム(エ ステラーゼ)解 析 か ら両親 のバ ン ドとハイ ブリッ ドバ ンドが示された。
4.エ レク トロ ポ レー シ ョ ンに よ る形 質'転換 イ ネの作 出
イ ネプ ロ トプラス トに外来遺伝了 を直接的 に導 入するためエ レク トロポレー シ ョン法 を検討 し
た。 バ クテ リアのハイ グロマイ シ ン耐性(hygromycinphosphotransferaseんρの 遺1云了を比
較 的強いパルス条件 で導入 した ところ、得 られたカルスの0,1-0.6%がハイ グロマイ シンに耐性
を示 した。 これ らの カル スの50%か ら再生 し、稔性 のある植物体 を得た。(第3図)。
これ らの植物体 の遺 伝子 をサ ザ ンハ イブ リダイゼー シ ョンによ り解 析 し、1～ρん遺伝 子の存在 を
確認 した。 また、 この植物 より得た種 予はハ イグロマイ シン存在 ドの発 芽テス トで耐性を示 した。
さらに非選抜 的な β一グル クロニダーゼ(GUS)遺/云了=と1～ρん遺 伝 子のco-transformationを
行 った。 ハ イグロマ イシ ン耐性 カル ス由来の槙物 の種=rでGUS活 性 が検 出された。 また サザ ン
ハイ ブ リダイゼー シ ョンに より当代 ・後代植物 でGUS遺 伝.rの存在 を確認 した。
以 ヒの結 果か らエ レク トロポ レーシ ョンによるイネへの外来遺伝子 の導入法 が確立 され、導入
された遺伝子 の発現 と後代 への伝達 が確認 され た。
5.形 質転 換 イ ネに お け る外 来遺 伝 子 の発 現:イ ネ に お け るCaMV35Sプ ロ モ ー タ ー
の 発現
CaMV35Sプロモー ター は、植物の遺伝子導入 に広 く使用 され、双子葉植物 ではその発現 能 力
が確認 されているが、 単.子葉植物 で は詳 しい解析 はなされ ていない。 そこで、35Sプロモ ー ター
とGUSの キメ ラ遺伝子 を導 入 した イネの各組織 におけるGUS活 性 を解析 する ことで、35Sプロ
モー ターのイネにおけ る発現能 力を調べ た。
各組織 におけ るGUS活 性 は、葉 ・根 ・花器 の維管束 とその周辺、根端 、休 眠種 子 ・発 芽種r
の胚 と胚乳 でみ られ、当代 、後 代の葉、根で タバコ と同程度 の比活性 が測定 された(第3表)。
さらに ウエ スタンブロッ ト法に よりタバ コ内で発現 され るGUSと 同 じ分子.鼠を示 す(68KD)
GUSタ ンパ クが葉、根、胚乳 、 カルスで検出 された。
以Lの 結果 か ら、35Sプロモ ー ターはイネにおいて もタバ コと同程度 の発現 能力を持 っ ことが
示唆 された。
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第3図 形質転換細胞の選抜と植物体再生
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a:ハ イグロマィシン耐 性の コロニー、20μg/mlハイ グロマ イ シンで 選抜3週 間後 の もの。
[左コ キ ャ リアーDNAの み、[右コ プラス ミッ ド(伽 のDNAと キ ャリアーDNAを エ レク
トロポ レーシ ョンによ り導入 した。
b:ハ イグロマイ シン耐性 カルスか らの不定芽、不定根 の再生
c:ハ イ グロマイ シン耐性 カルスか ら得 られた:正常稔性 の植物体
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第3表 形質転換イネ植物各組織におけるGUS活性
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22-7一]
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7
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38500
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59461
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34115
24350
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29
599
対 照(Untransformed)植物 は 、2～14個 体 の 測 定 植 を 平 均 し た 。
ま とめ
ブラシカ属 とイネにおける細胞融合法と、イネの形質転換法を確立し、得られた植物体の解析
を行った。 これらの手法は細胞育種に ト分適応 しうるもので、分了:遺伝的手法の発展と共に今後、
種々の有川作物を生み出 して行くものと考えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨
本論文は,重 要作物 イネ と重要野菜ナ類の プロ トプ ラス ト培養を基軸 として,プ ロ トプラス ト
融合 とエ レク トロポ レーシ ョン法に よる遺伝 的修飾技術 を開発 した もの であ る。
第1章 では,キ ャベ ツ類 とカブ類 の プロ トプラス ト融合 をポ リエチ レング リコール法に よって
行い,多 数の雑種植物を得た。その際 ヨー ドアセ トア ミド(10A)を使 って一:方のプ ロ トプラス
トを不活 性化す ることに よって選抜 効率 を高 める方法 を示 した。
この ような細胞融合系では,必 要 な染 色体 と共 に,望 ま しくない染色体 も同時に細胞 に導 入 さ
れる ことにな る。その よ うな ことか ら,必 要 な染色体だけを導入す ることを考え,非 対 象融 合法
を試み たのが第2章 である。 ここでは,放 射線処理法を用いて,カ ブ類 の一部の染 色体だけを,
キ ャベツ類に導入す ることを試 み,そ れに成功 した。
第3章 では,イ ネ とヒエの細胞融合を試み,世 界で初めて,そ れに成功 した。 両者 は同 じイネ
科に属 し,似 た生態型 を有す る ことか ら興味が もたれ る。融合には電気融 合法 を用 い,前 章 で用
いた10Aの方法に よって選抜 を行 って,44の 苗条を得た。 しか し両者の縁が遠いためか,全 長
1-2c皿で枯死す ることが分か った。
第4章 においては,エ レク トロポ レーシ ョン法を用 いて,遺 伝 子の直接導入 を試みた。バ クテ
リアのハイ グロマイシ ン耐性遺伝子 と βグル ク ロニ ダーゼ(GUS)遺 伝 子 を一 緒 に導 入 して
(co-transformation),トランスジ ェニ ヅクイネをつ くることに成功 した。組み込 まれた遺伝子
は,有 性生殖 を通 して,次 の世代に遺伝する ことも明 らか に した。
第5章 では,第4章 において育成 したGUS遺 伝子 トランス ジェニ ックイネを用 いて,カ リフラ
ワーモザ イ クウイルスの35Sフ.ロモー タのイネにおけ る発現を調べた。各 組織 に おけ るGUS活
性 は,葉 ・根 ・花器の維管束 とその周辺,根 端,休 眠種子,発 芽種子の胚 と胚乳 に見 られた。35
Sプ ロモータはイネにおいて も,タ バ コと同様 の発現能力を持つ ことが示 された。 第4章 及 び第
5章のハイグロマイ シン耐性 遺伝 子を用い て行 った トランス ジェニ ックイネ育成 の試 みは,世 界
でも先端的な研究である。
以上,本 研究は細胞育種 の技術研究 を高度に展開 させた ものであ って,農 学博± の学位 を授与
す るに充分であ ると判断 した。
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